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摘要 :【 目 





数字 基因 表达 谱 和 生物 信息 学 分 析 ,在 家 晶 转 录 组 中 筛选 得 到 一 条 抗菌 肽 基因 ,命名 为 muscin。 以 实时 荧光 定量 
PCR 技术 研究 该 基因 的 组 织 分 布 以 及 用 大 肠 杆菌 Escherichia coli 和 人 金黄 色 和 葡萄 球菌 Staphylococcus aureus 混合 细菌 
刺激 后 的 表达 量变 化 。 并 对 合成 肽 Muscin 进行 抑 菌 活性 检测 及 溶血 率 测定 。[【 结果 ]muscin 基因 cDNA 序列 全 长 
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的 】 鉴 定 家 晶 Musca domestica ( Linnaeus) 中 一 种 新 型 抗菌 肽 ( Muscin) 基因 ,并 分 析 其 功能 。【 方 法 】 通 过 
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显示 muscin 基因 在 血细胞 和 脂肪 体 中 表达 量 最 高 。 通 过 细菌 
显 上 调 , 并 在 6h 达到 高 峰 。 抑 菌 和 溶血 实验 显示 c-Muscin 对 革 兰 氏 阳 性 菌 和 革 兰 氏 阴 性 菌 具 有 广 谱 抑 菌 活性 ， 





379 bp ,包含 完整 的 开放 阅读 框 133 bp。 推 导 Muscin 多 肽 序列 由 50 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,N 端 含有 由 25 个 氨基 酸 残 
基 组 成 的 信号 肽 。 成 熟 肽 中 富 含 疏 水 性 氨基 酸 残 基 和 人 带 正 电荷 的 氨基 酸 残 基 , 理 论 等 电 点 为 9.39。 基 因 定 量 结果 
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激进 行 免疫 诱导 后 ,幼虫 体内 该 基因 的 表达 水 乎 明 


































































































溶血 活性 较 低 。【 结 论 ] Muscin 是 一 种 新 型 的 广 谱 抗 菌 肽 ,可 能 参与 家 晶 抗 菌 免疫 反应 , 且 具 有 一 定 药物 开发 潜质 。 
关键 词 : 家 蝇 ; 抗菌 肽 ; 基因 克隆 ; 生物 信息 学 分 析 ; 表达 量 ; 抑 菌 活性 ; 溶血 实验 
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of Life Sciences, Hebei University, Baoding, Hebei 071002, China) 
: [Aim] The objective of this research is to identify and characterize a new antimicrobial 


Muscin) gene from the housefly , Musca domestica ( Linnaeus). [Methods] Based on the digital 


gene expression profiling ( DGE ) and bioinformatics analysis, a potential antimicrobial peptide gene, 


muscin , was identified from the housefly transcriptome database. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 


was employed to investigate the tissue distribution of muscin mRNA and its temporal expression in 


housefly larvae challenged with the mixture of bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The 


anti-microbial and hemolytic activities of the synthetic peptide were also tested. [Results] The full-length 


cDNA of muscin is 379 bp, with an open reading frame of 153 bp encoding a peptide of 50 amino acid 


residues. 


The deduced peptide contains a putative signal peptide of 25 amino acids. The deduced mature 


peptide is rich in hydrophobic and positively charged amino acid residues with a theoretical pl of 9. 39. 


The qRT- 


immunity 


PCR results showed that muscin was mainly transcribed in the hemocytes and fat body. Post 


induction with the mixture of bacteria, the expression of muscin was up-regulated and reached 


the maximal level at 6 h. Anti-microbial assays and hemolytic test displayed that c-Muscin had broad- 


spectrum 


activity. 


antibacterial activity against Gram positive and Gram negative bacteria, and a low hemolytic 


[ Conclusion ] Muscin is a novel broad-spectrum antimicrobial peptide with potential medicinal 


value and may take part in immune defense against bacterial pathogens in the housefly. 


Key words: Musca domestica; antimicrobial peptide; gene cloning; bioinformatical analysis; expression 


level; antibacterial activity; hemolytic test 
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家 蝇 Musca domestica. ( Linnaeus) 经 常生 活 在 病 
原 菌 滋生 的 环境 中 ,其 强大 的 适应 和 生存 能 力 受到 
了 越 来 越 多 的 关注 。 昆 虫 先天 免疫 系统 由 2 部 分 组 
成 ,包括 细胞 免疫 (cellular immunity ) 和 体液 免疫 
(humoral immunity) 。 细 胞 免疫 主要 是 依赖 血细胞 
对 外 来 抗原 或 异物 的 吞噬 (phagocytosis ) , 集结 
(nodulation ) 和 包 圳 (encapsulation ) ,主要 由 浆 细 胞 
( plasmatocyte ) 粒 细 胞 ( granulocyte ) 和 拟 绛 色 细 胞 
(oenocytoid ) 等 参与 完成 (Hillyer and Christensen, 
2002) ;体液 免疫 则 主要 是 以 抗菌 肽 (antimicrobial 
peptide)、 抗 病毒 因子 (antiviral agent ) , E 4E 38 
(lectin ) , Hj 5& 4k B ( phenoloxidase ) , X% i Mi 
(lysozyme ) 以 及 蛋白酶 抑制 剂 ( protease inhibitor) 等 
效应 因子 为 主 ,配合 多 功能 血细胞 建立 的 一 个 开放 
完整 的 防御 体系 。 其 中 抗菌 肽 在 先天 免疫 系统 中 占 
有 非常 重要 的 地 位 。 

随 着 抗生素 的 滥用 和 超级 耐 药 细菌 的 产生 , 昆 
虫 抗菌 肽 已 经 成 为 新 型 抗菌 药物 设计 和 开发 的 重要 
资源 。 目 前 发 现 的 昆虫 抗菌 肽 分 为 4 大 类 (Tian et 
al., 2010) :K f zR 2 ( cecropins ) 、 富 含 半 胱 氨 酸 的 
抗菌 肽 类 ( cysteine-rich peptides) , & 75 Hill 24 2 B] DC 
肽 类 ( proline-rich peptides) 和 富 含 甘氨酸 的 抗菌 
























































Musca 为 基础 ,命名 为 muscin。 
1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 .试剂 和 菌 种 

1.1.1 试 虫 :家 蝇 种 蝇 由 中 国 科 学 院 动物 研究 所 何 
风琴 老师 于 2007 年 惠 赠 ,一 直 在 本 实验 室 繁殖 至 
今 。 幼 虫 饲料 配方 :90 g SXBE.5 g 白糖 5 g 奶粉 及 
适量 的 无 菌 水 ;培养 条 件 : 温 度 为 25% ,相对 湿度 为 
5096 ~70% , 光 周 期 为 12L: 12D。 

1.1.2. 主要 试剂 :RNAiso Plus, pMD19-T 载体 和 
SYBR Green 为 TaKaRa 公司 产品 , M-MLV 反 转 录 酶 
FI Taq DNA 聚合 酶 为 南京 金 斯 瑞 科 技 有 限 公 司 产 
品 。 引 物 由 苏州 金 唯 智 生物 科技 有 限 公 司 合成 。 
Muscin 合成 肽 由 上 海 丽 昂 生物 科技 有 限 公司 合成 
(纯度 >95% ) 。 

1.1.3 菌 种 : 攻 毒 实验 所 用 大 肠 杆 菌 Escherichia 
coli ATCC25922 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 Staphylococcus 
aureus 为 本 实验 室 所 保存 。 抑 苗 实 验 所 用 菌 种 由 中 
国 科 学 院 动物 研究 所 朱 顺 义 研 究 员 河北 大 学 基础 
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类 ( glycine-rich peptides) 。 家 蝇 中 已 经 报道 的 抗 
肽 有 攻击 素 (attacin) ( 耿 华 等 , 2004; 柳 峰 松 等 ， 
2011) 、 天竺 素 (cecropin) ( 金 小 宝 等 , 2004; Liang et 
al.,2006)、 双 翅 肽 (diptericin ) ( 柳 峰 松 等 ,2009 ) 、 
防御 素 ( defensin ) ( 王 来 城 等 ,2003; Wang et al., 
2006; 卢 丹 等 ,2013; 万 玲 等 ,2013 ) 和 洲 菌 M 
(lysozyme) ( Ito et al., 1995; Cancado et al., 2008; 
Ren et al., 2009; 郑 立 等 , 2011) 等 。 

抗菌 肽 的 获得 可 以 通过 许多 方法 ,例如 采用 提 
取 纯 化 的 方式 获得 ( 闫 宏 丽 等 , 2011) ,但 是 提取 工 
ERM; 有 研究 是 通过 真 /原核 表达 来 获得 抗菌 肽 
(Shin et al., 2003 ; 金融 等 , 2008) ) ,由 于 抗菌 肽 的 抑 
菌 能 力 较 强 ,该 方法 的 成 功率 较 低 ;也 有 人 研究 是 利用 
抑制 性 差 减 杂交 方法 成 功 获得 免疫 相关 基因 ( Oduol 
et al., 2000; Bao et al., 2003; Zhu et al., 2003 ) 。 基 
因 芯 片 技 术 以 及 近年 来 高 通 量 测序 技术 的 飞速 发 展 
使 得 人 们 能 够 更 加 快速 高 效 地 获得 新 的 基因 。 而 本 
文通 过 分 析 家 晶 基 因数 字 表 达 谱 (digital gene 
expression profiling, DGE ) 和 转录 组 数据 (Tang et al., 
2014) ,发 现 细 菌 刺 激 后 一 条 未 知 基 因 表 达 量 显著 
升 高 ;分 析 其 编码 的 多 肽 发 现 具有 抗菌 肽 的 典型 特 
iE ,同时 实验 证 实 其 成 熟 肽 合成 的 多 肽 具有 广 谱 抑 
菌 活性 。 此 基因 在 家 蝇 中 首次 被 发 现 , 目前 并 未 发 
现 其 同 源 序列 ,无 法 将 其 分 类 ,所 以 以 家 蝇 属 名 
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授 人 馈赠 。 半 兰 氏 阳性 菌 包括 蜡 样 芽孢 杆菌 Bacillus 
cereus \ 巨 大 芽孢 杆菌 Bacillus megaterium | AA WOT 
Microbacterium oxydans , Wl 3t HE BR pij. Micrococcus 
luteus IKF AERE Sporosarcina. ureae 和 金黄 色 
葡萄 球菌 Staphylococcus aureus; 革 兰 氏 阴性 菌 包括 
嗜 水 汽 单 胞 菌 Aeromonas hydrophila 、 稳定 伯 克 堆 尔 
德 菌 Burkholderia stabilis 、 河 生 肠 杆菌 Enterobacter 
amnigenus 、 大肠 杆菌 Escherichia coli 、 栖 冷 克昌 沃 尔 
Kluyvera cryocrescens、 变 形 菌 属 Proteus sp. , 9€ 26 
假 单 胞 菌 Pseudomonas fluorescens 、 鸡 伤寒 沙门 氏 
Salmonella. gullinarum 伤寒 杆菌 Salmonella. typhi 和 
痢疾 菌 属 Shigella sp. o 
1.2 总 RNA 提取 和 反 转 录 

按照 使 用 说 明 书 ,用 Total RNA 提取 试剂 
RNAiso Plus 提取 2 头 2 龄 家 蝇 幼 虫 的 总 RNA ,经 
1.0% 的 珠 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 其 完整 性 后 ,利用 核酸 
定量 仪 测定 其 浓度 和 纯度 , 取 1 ng 总 RNA, 以 
AOLP( 表 1) 为 引物 反 转 录 合 成 cDNA。 
1.3 Zig muscin 基因 cDNA 序列 的 克隆 

根据 家 晶 转 录 组 序列 信息 ,设计 muscin 基因 特 
异 正 向 引物 muscin-Fl 和 反 向 通用 引物 AP( 表 1) ， 
以 家 蝇 幼 虫 cDNA. 为 模板 ,进行 PCR 扩 增 ,PCR 反应 
条 件 为 :94% 4 min;94% 30 s,57%C 40 s,727C 1 min, 
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fj EF: KEPA Muscin 的 基因 克隆 、 表 达 模 式 及 抑 菌 活性 619 














表 1 基因 克隆 和 荧光 定量 PCR 的 引物 
Table 1 Primers used in gene cloning and real-time PCR 
引物 用 途 ”引物 名 称 引物 序列 (5' -3') 
Use of primers Primer name Primer sequence 
AOLP GGCCACGCGTCGACTAGTACT; (G/A/C) 
AACCACATTACGCTAACACG 
AP GGCCACGCGTCGACTAGTAC 
GAPDH-F AACGGTAAACTCACTGGTATGG 
菊 光 定量 PCR GAPDH-R CATCGGTGTAGCCCAAGATA 
Real-time PCR — muscin-RtF ATACTCGTGGTGCTGCTAAT 
ATCGCAAATCCTCTGGTCTA 





cDNA 克隆 
cDNA cloning 


muscin-F1 





muscin-RtR 


35 个 循环 ;72%C 10 min, PCR 产物 经 1.0% 琼脂 糖 
凝 胶 电 泳 分 离 . 切 胶 回收 后 ,连接 pMD19-T 载体 , 转 
化 大 肠 杆菌 Trans1-Tl 化 学 感受 态 细胞 , PCR fifi oe 
阳性 克隆 后 测序 。 
1.4 RR muscin 基因 序列 的 生物 信息 学 分 析 

将 上 述 测序 结果 进行 生物 信息 学 分 析 , 利用 
Bioedit 软件 搜索 开放 阅读 框 ,并 翻译 成 氨基 酸 序 
列 。 利 用 Signal 4. 1 Server (http://www. cbs. dtu. 
dk/services/SignalP/ ) 查找 信号 肽 。 成 熟 肽 分 子 量 、 
等 电 点 及 氨基 酸 组 成 在 Antimicrobial Peptide 
Database ( http ://aps. unmc. edu/AP/) 中 预测 。 在 
NCBI 网 站 上 利用 Blastp £ FF (http://www. nebi. 
nlm. nih. gov/blast) 进行 相似 性 比 对 。 
1.5 家 蝇 幼 虫 各 组 织 中 muscin 基因 表达 量 分 析 

解剖 20 KRIE 3 龄 幼虫 富 集 表皮 脂肪 体 、 肠 
道 .血细胞 等 组 织 为 一 次 生物 学 重复 ,并 提取 各 组 织 
总 RNA , 反 转 录 成 cDNA。 通过 实时 定量 PCR ( real- 
time quantitative PCR, qRT-PCR) 技术 检测 muscin 基 
因 在 家 蝇 不 同 组织 中 的 表达 量 。 选 用 家 蝇 CAPDH 
基因 作为 内 参 基 因 , 设 计 定 量 引 物 CAPDH-F 和 
GAPDH-R ; muscin 基因 的 定量 引物 muscin-RtF. 和 
muscin-RtR( 表 1)。PCR 反应 条 件 :953% 1 min; 
95*C 20 s,60%C 10 s,60% 实时 采集 荧光 , 共 45 个 循 
环 。 测 定 溶解 曲线 的 反应 条 件 :65%C 到 957C ,每 升 
mj 0.5 C E88 5 s, 采 集 奖 光 。 
1.6 免疫 诱导 后 家 晶 muscin 基因 表达 量 分 析 

取 体 型 大 小 均一 的 家 晶 2 龄 幼虫 ,经 新 鲜 培 养 
的 大 肠 杆 菌 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 混合 菌 液 (0Dam = 
2.0) 浸 泡 10 min 后 ,用 无 菌 针 针 刺 幼虫 腹部 ,刺激 
后 直接 转 入 新 鲜 培养 基 培 养 ,在 针 刺 0, 3, 6, 12, 
24 和 48 h 各 取 4 组 幼虫 ,每 组 2 ~3 头 幼 虫 ,分 别提 
取 总 RNA, 反 转录 成 cDNA。 按照 上 述 方法 利用 实 
时 荧光 定量 PCR 检测 muscin 基因 在 家 蝇 幼 虫 受 到 
免疫 诱导 后 的 表达 量变 化 。 
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1.7 Muscin 成 熟 肽 合成 

线性 Muscin ( l-Muscin ) 成 熟 肽 序列 
EWKLPDLIINHITLTRRNCNKYRCG 由 上 海 丽 昂 化 学 
有 限 公司 合成 ,随后 对 其 氧化 ,形成 含有 二 硫 键 的 环 
HK c-Muscin。 
1.8 Muscin 合成 肽 的 抑 菌 活性 测定 

将 实验 菌株 ( 见 1.1 节 ) 在 37%C 220 r/min 条 件 
下 培养 过 夜 。 将 活化 后 的 菌株 以 1% 接种 量 接种 到 
新 鲜 的 液体 培养 基 中 , 当 ODa = 0. 2 左右 时 ,停止 
摇 菌 。 将 各 菌株 戎 液 用 新 鲜 培 养 基 稀 释 100 倍 备 
用 。 将 1-Muscin 和 c-Muscin 用 无 菌 水 进行 梯度 稀 
释 , 浓 度 分别 是 1 640, 327, 164, 32.7, 16.4,3.27, 
1.64, 0.327, 0.164 和 0.0327 pmol/L。 

取 巨 大 芽孢 杆菌 Bacillus megaterium 稀释 液 
50 pL 涂 布 在 LB 固体 培养 基 上 ,用 打 和 孔 器 进行 打 
孔 ,在 孔 中 分 别 加 入 1-Muscin , c-Muscin 和 无 菌 水 各 
50 AL。 将 平板 在 37% 正 置 培养 12 hb, 观察 细菌 生 
长 情况 。 

初步 观察 LMuscin 和 c-Muscin 的 抑 菌 情况 后 ， 
我 们 对 本 实验 室 的 其 他 菌株 进行 大 范围 的 检测 。 取 
其 中 1L 株 细菌 的 稀释 苗 液 加 入 96 孔 板 中 ,每 孔 加 入 
菌 液 90 kL; 多 肽 稀释 液 以 1 640, 327, 164, 32.7, 
16.4, 3.27, 1.64, 0.327, 0.164 FH 0. 0327 pmol/L 
等 浓度 分 别 加 入 细菌 稀释 液 中 ,加 入 量 为 10 uL, 
23%C 100 r/min 培养 12 h。 同 时 分 别 加 入 10 pL 无 
菌 水 和 10 pL 氮 下 青霉素 (0.1 g/mL) 作 为 阴性 和 
阳性 对 照 组 。 在 0Deo 下 检测 实验 组 和 对 照 组 戎 液 
F^] vri HE ,来 判断 其 是 否 具 有 抑 苦 活性 ,并 测定 最 小 抑 
PSY BE (minimal inhibitory concentration, MIC) , MIC 
定义 为 与 阴性 对 照 组 相 比 实验 组 达到 8596 以 上 细 
菌 死 亡 的 多 肽 浓度 ( Azad et al., 2011) 。 所 有 不 同 
浓度 的 样品 进行 3 次 实验 重复 。 
1.9 c-Muscin 合成 肽 的 溶血 活性 测定 

抽取 1 mL 的 免 静 脉 血 , 立 即 与 阿 氏 液 
( Alsever' s Solution) 混 名 。 用 生理 盐水 洗涤 血 细 
胞 ,2 000 r/min 离心 5 min, 弃 上 清 。 用 50 倍 体积 生 
理 盐 水 重 悬 血细胞 ,并 以 200. pL 每 文 分 装 到 1.5 
mL 离心 管 中 。 将 多 肽 c-Muscin 用 生理 盐水 稀释 成 
浓度 梯度 ,分 别 为 3 270, 327, 32.7, 16.4 和 3.27 
mol[L。200 pL 血细胞 加 入 4 pL 肽 液 ,37Y 孵育 
30 min, 3 000 r/min 离心 5 min ,收集 上 清 , 在 分 光 
光度 计 上 测定 416 nm 处 吸光 度 值 。 阳 性 对 照 为 用 
生理 盐水 稀释 的 10% Triton X-100; 阴性 对 照 为 生 
理 盐水 。 溶 血 率 计 算 公 式 为 : 
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" A-B 
溶血 率 (% ) = C-B 

其 中 ,4 为 实验 组 吸光 度 值 ,B 为 阴性 对 照 组 吸光 度 
值 ,C 为 阳性 对 照 组 吸光 度 值 (Rao et al., 2013 ) 。 
1.10 数据 分 析 

muscin 基因 在 各 组 织 中 的 相对 表达 量 用 相对 定 
量 2 法 来 表示 (Livak and Schmittgen, 2001) 。 以 
表达 量 最 低 的 表皮 组 织 为 参照 ,计算 其 他 组 织 的 相 
对 表达 量 。 最 后 用 4 次 生物 学 重复 数据 的 平均 值 作 
图 ,用 Duncan 氏 多 组 样本 间 差 异 显 著 性 分 析 来 比较 
各 组 之 间 的 差异 。 细 菌 刺激 后 的 幼虫 中 muscin A 
,以 未 刺激 的 家 晶 幼 虫 为 参照 ,计算 其 他 时 间 下 的 
muscin 的 相对 表达 量 。 最 后 用 4 次 生物 学 重复 数据 
的 平均 值 作 图 ,用 单 因素 方差 分 析 进 行 显著 性 差异 





x 10046 。 














分 析 。 
2 结果 


2.1 R muscin 基因 cDNA 序列 及 分 析 

经 PCR 克隆 ,获得 家 晶 muscin 基因 cDNA 序列 
379 bp ,包含 完整 的 开放 阅读 框 153. bp,5' 非 翻译 区 
92 bp ,3 ' 非 翻译 区 134 bp ,将 其 提交 到 GenBank 中 
获得 注册 号 为 KF514663. 1。 推 导 的 Muscin 多 肽 序 
列 由 50 个 氨基 酸 残 基 组 成 (图 1) ,图 中 划 线 部 分 为 
信号 肽 。Muscin WAJE S Ie, Leu, Asn £l Arg, fit 
水 性 氨基 酸 为 9 个, 占 36% EETA 6 
个 ,理论 等 电 点 为 9. 39。Blastp 分 析 后 未 发 现 
Muscin 的 同 源 性 序列 。 




















1 GGCCAGAGTAAAAGCTGTGTGTCATTCTTAATCGAACAGTAGGCGGATCGAAACAACATCTAGAATTGAAATAAGAAACAA 
82  TTAATTAGAAA ATGITTGGCAATTCATTCATTAAGAAATATACTOGTGGTGCTGCTAATATTCTCCCTTATTCTGACAGCG 
MISASI HP ES dee Ris Na E A Se PNE TES RS MR bw be eee D a b 


162 ATGGCGGAATGGAAACTACCGGATTTGATTATCAACCACATTACGCTAACACGAAGAAATTGTTTTAAATATCGATGCGGC 
Mc gps WoTK S DS P D ObecL D ONISHO pe A E DIGROCROONSKGD.BL Ke Yo RD 6.6 


243 [TAGACCAGAGGATTTGCAATTCGAGAMAATTTAGTCAATAAGTTAATTTATTTTATAAMAMAAAAACATTAATAACATT 


* 


323 TCCATTTTATAAAAATA TRI ATGACCCTTGAA AA ACAAAAAAAAAAAAAA 
图 1 Zi muscin 基因 cDNA 及 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 1 























cDNA and deduced amino acid sequences of muscin gene from Musca domestica 





加 方 框 ATG 和 TAG 表示 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 ,加 着 重 号 的 C 表示 半 胱 氨 酸 ,AATAAA 为 加 尾 信号 ,下 划 线 表示 信号 肽 。The boxed 
ATG and TAG indicate the start and stop codons, C with emphasis marks indicate cysteine, the letters AATAAA indicate the polyadenylation signal , 





and the signal peptide is underlined. 


2.2 家 蝇 幼 虫 组 织 中 muscin 基因 表达 量 分 析 

应 用 qRT-PCR 技术 ,检测 muscin 基因 在 家 晶 3 
龄 幼虫 各 组 织 中 的 表达 情况 (图 2) ,muscin 基因 在 表 
皮 和 肠 道中 的 表达 量 较 低 ,但 是 在 脂肪 体 和 血细胞 中 
的 表达 量 较 高 ,在 血细胞 中 表达 量 较 表皮 高 出 25 倍 。 
2.3 免疫 诱导 后 家 蝇 muscin 基因 表达 量 分 析 

家 蝇 幼 虫 muscin 基因 在 免疫 诱导 后 的 表达 情 
况 ( 图 3) ,利用 大 肠 杆 菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 混合 细 
菌 刺 激 后 3 h 时 muscin 基因 表达 量 开 始 上 调 , 并 在 
6 h 时 达到 高 峰 , 而 后 逐渐 恢复 。 
2.4 Muscin 合成 肽 的 抑 菌 实验 结果 

从 实验 结果 可 知 (图 4) ,合成 肽 c-Muscin 对 于 
巨大 芽孢 杆菌 具有 很 强 的 抑制 作用 ;而 1-Muscin 对 
于 巨大 芽孢 杆菌 是 没有 抑制 作用 的 ,初步 验证 了 
Muscin 的 抑 菌 效果 。 为 了 检测 Muscin 是 否 对 于 多 
种 细菌 有 抑制 作用 ,我 们 用 实验 室 已 有 的 其 他 菌株 
来 进行 抑 菌 实验 。 合 成 肽 c-Muscin 对 多 种 细菌 的 
























































相对 表达 量 
Relative expression level 





组 织 
Tissues 
图 2 ZIE 3 龄 幼虫 各 组 织 中 muscin 基因 的 表达 量 分 析 


Fig. 2 Tissue expression profiles of muscin in the 3rd instar 




















larvae of Musca domestica 
1: 表皮 Epithelium; 2: 肠 道 Gut; 3: 脂肪 体 Fat body; 4: 血细胞 
Hemocytes. 图 中 数据 为 4 次 重复 的 平均 值 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 字 
母 表示 差异 显著 (Duncan 氏 多 组 样本 间 差 异 显著 性 分 析 ,P < 


0.05) , Data are given as mean + SE of 4 replicates. Different letters 








above bars indicate significant difference ( Duncan ' s significant 


difference between multiple sets of sample, P «0.05). 
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图 3 ”免疫 诱导 后 家 蝇 幼虫 体内 muscin 基因 的 表达 量 分 析 


Fig. 3 Expression profile of muscin from Musca domestica 














larvae post immunity induction 
用 大 肠 杆 菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 混合 细菌 刺激 进行 免疫 诱导 。 图 中 
数据 为 4 次 重复 的 平均 值 + 标准 误 ; 柱 上 星 号 和 双星 号 分 别 表示 
与 对 照 组 (0 h) 差 异 显著 (P<0.05) 和 极 显 著 (P<0.01)。lImmune 


induction was conducted by stimulation of the mixture of Escherichia coli 
































and Staphylococcus aureus. Data are given as mean + SE of 4 replicates. 
The asterisk and double asterisks above bars indicates significant 
difference ( P «0.05) and extremely significant difference ( P «0.01) 
from the blank group (0 h), respectively. 





生长 都 有 抑制 作用 ,其 中 抑制 作用 最 高 的 是 对 革 兰 
氏 阳 性 菌 氧化 微 杆 菌 Miierobacterium oxydans ,MIC 为 
0.164 pmol/L。 从 结果 可 以 看 出 ( 表 2) ,该 合成 肽 
对 于 革 兰 氏 阳 性 菌 的 抑制 效果 要 比 阴 性 菌 高 。 并 且 
对 于 人 类 致 病菌 伤寒 杆菌 Salmonella typhi, RIZK H 

















属 Shigella sp. 、 金 黄色 葡萄 球菌 Staphylococcus 
aureus FUA & H 5B Si 5i A XS 5 € vb P] R A 
Salmonella gullinarum 以 及 水 产 动物 重要 致 病菌 哮 
水 汽 单 胞 菌 Aeromonas hydrophila 均 有 不 同 程度 抑 
制作 用 。 而 不 含 二 硫 键 的 1-Muscin 对 于 所 有 检测 的 
菌株 均 无 明显 抑制 效果 。 阳 性 对 照 药品 氨 共 青霉素 
在 0.01 g/mL 浓度 下 对 所 有 菌 种 均 有 抑制 作用 。 
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图 4 合成 肽 c-Muscin FU I-Muscin XE ZEB 
杆菌 的 抑 菌 圈 


Fig. 4 Bacterial inhibition ring of synthetic peptide 

















c-Muscin and l-Muscin against Bacillus megaterium 


ddH20: 阴性 对 照 Negative control. 





R2 Muscin 合成 肽 对 细菌 的 最 小 抑 菌 浓度 (MIC ) 
Table2 The minimal inhibition concentration ( MIC) of Muscin against bacteria 


























































































































TAREA MIC (pmol/L) ERPE MIC (pmol/L) 
Gram positive bacteria c-Muscin l-Muscin Gram negative bacteria c-Muscin l-Muscin 
Es AV BEELSS p y 2 
, 氧化 微 本 区 0. 164 » 164 水 汽 音 胞 菌 1.64 » 164 
Microbacterium oxydans Aeromonas hydrophila 
lt pe 2 36 EET B ede CES 
PEA TIT 0.327 »164 鸡 伤寒 沙门 氏 其 1.64 > 164 
Bacillus cereus Salmonella gullinarum 
Ei Je ZE3GLET y Iul 
EAA AAT 3.27 >164 ETE 16.4 >164 
Bacillus megaterium Enterobacter amnigenus 
DET ES TR 
MERHER 16.4 >164 AIAT 16.4 >164 
Micrococcus luteus Escherichia coli 
Ex SREI 伤寒 杆菌 
ATRAER 164 >164 伤寒 杆菌 16.4 >164 
Sporosarcina ureae Salmonella typhi 
S RUM RISRIS 164 » 164 痢疾 菌 局 16.4 > 164 
Staphylococcus aureus Shigella sp. 
荧光 假 单 胞 菌 
164 
Pseudomonas fluorescens 3 in 
Z25JE Bi 
变形 将 局 164 >164 
Proteus sp. 
稳定 伯 克 霍 尔 德 
164 164 
Burkholderia stabilis dis > 
JUS dr EYE AR 
ME RU m" " 








Kluyvera cryocrescens 
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2.5 c-Muscin 合成 肽 溶血 实验 结果 

从 溶血 实验 结果 可 以 看 出 (图 5) ,合成 肽 的 终 
浓度 为 65.4 pmol/L 时 ,其 溶血 效率 为 18.5% ,说 
明 c-Muscin 对 哺乳 动物 血细胞 具有 和 较 低 的 溶血 
活性 。 
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图 5 合成 肽 c-Muscin 的 溶血 活性 
Fig. 5 Hemolytic activity of synthetic peptide c-Muscin 
1: 阳性 对 照 (10% Triton X-100) Positive control (1096 Triton X- 
100); 2: 阴性 对 照 (生理 盐水 ) Negative control (normal saline) ; 
3: 65.4 nmol/L c-Muscin; 4; 327 nmol/L c-Muscin; 5: 654 nmol/ 
L c-Muscin; 6: 6. 54 pmol/L c-Muscin; 7; 65. 4 mmol/L c- 








Muscin. 


3 讨论 





抗菌 肽 的 筛选 方法 有 很 多 种 ,可 直接 从 动物 组 
织 匀 浆 或 分 泌 物 中 分 离 ,例如 赖 仍 等 (1998 ) 通过 效 
胶 过 滤 层 析 从 蟾 皮肤 分 刻 液 中 分 离 得 到 抗菌 肽 ; 
Fujiwara 等 (1990 ) 通 过 酸 萃取 , 凝 胶 过 滤 , 然 后 进行 
反 相 层 析 从 蜜蜂 中 分 离 出 一 种 高 效 的 抗菌 肽 ; 辣 宏 
丽 等 (2011 ) 利用 凝 胶 过 滤 和 高 效 液 相 色 谱 从 黑 盾 
WHEE Vespa. bicolor 的 毒液 里 分 离 到 抗菌 肽 。 由 于 组 
织 中 天 然 抗菌 肽 含量 相对 较 低 ,多 肽 分 离 提 取 步 又 
也 较 繁 琐 ,在 一 定 程度 上 限制 了 新 型 抗菌 肽 的 发 现 。 









































究 运 用 此 方法 成 功 获得 免疫 相关 基因 (Bao et al., 
2003; Zhu et al., 2003) 。 

而 我 们 通过 测定 免疫 诱导 前 后 家 蝇 幼虫 基因 数 
字 表 达 谱 (Tang et al., 2014) ,发 现 了 一 条 编码 小 分 
子 量 多 肽 的 基因 在 细 戎 刺激 后 表达 大 幅 上 调 。 经 过 
Blastp 比 对 ,在 其 他 物种 中 均 未 发 现 同 源 基因 ,尤其 
是 在 作为 模式 生物 的 黑 腹 果 晶 中 也 未 发 现 同 源 序 
列 。 通 过 分 析 该 基因 所 编码 多 肽 序列 , 推 呆 muscin 
是 一 种 新 型 抗菌 肽 基因 。 此 基因 不 仅 在 细菌 刺激 后 
表达 快速 上 调 ,而 且 所 编码 蛋白 具有 信和 号 肽 ,成熟 肽 
分 子 量 小 , 仅 为 3 051.6 D ,理论 等 电 点 为 9. 39 , 属 
于 碱 性 多 肽 ,含有 多 个 距 水 性 氨基 酸 , 有 成 对 半 胱 氨 
酸 ,这 些 都 是 抗菌 肽 的 典型 特征 ( Sato and Feix, 
2006) 。 随 后 的 实验 也 证 实 了 合成 多 肽 具有 广 谱 抗 
菌 活性 。 于 是 根据 家 晶 的 属 名 命名 为 muscin。 本 研 
究 建 立 了 一 种 基于 转录 组 测序 的 新 基因 发 现 方法 ， 
简化 了 抗菌 肽 筛选 过 程 。 

为 维持 在 细胞 外 的 结构 稳定 ,抗菌 肽 常常 形成 
分 子 内 二 硫 键 ( Wagner et al., 2007) 。 很 多 学 者 认 
为 二 硫 键 是 多 肽 具有 抑 菌 活性 较为 重要 的 因素 之 
一 ,例如 赵 爱 珍 等 (2011 ) 用 还 原 剂 B- 琉 基 乙 醇 处 理 
乳酸 菌 细菌 素 MBP-Enterocin A 后 ,抗菌 活性 丧失 。 
也 有 研究 中 提 到 二 硫 键 对 于 一 些 抗菌 肽 的 抑 菌 功能 
没有 影响 ,例如 Sharma $F (2011 ) o9] 5 ZR TT Scylla 
serrata 中 的 抗 脂 多 糖 因子 (anti-lipopolysaccharide 
factor, ALF) 的 研究 发 现 有 无 二 硫 键 的 ALF Hyi 
作用 相同 。 在 本 研究 中 发 现 含 有 二 硫 键 的 Muscin 
具有 很 好 的 抑 菌 活性 ,但 线性 的 Muscin 没有 显示 出 
明显 的 抑 菌 活性 。 

从 muscin 基因 在 家 晶 幼 虫 不 同 组 织 的 表达 情 
况 来 看 ,muscin 基因 在 血细胞 和 脂肪 体 中 的 表达 量 
高 。 而 血细胞 和 脂肪 体 是 昆虫 体内 重要 的 免疫 器 官 
( Castillo et al., 2006 ; Cheng et al., 2006) ,提示 家 晶 














































































































之 后 ,也 有 研究 是 通过 真 /原核 表达 来 获得 抗菌 肽 
的 ,原核 细胞 内 外 源 蛋 白 表达 后 常 以 不 溶性 的 包涵 
体形 式 存在 ; 金 丙 等 (2008 ) 将 黑 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster 防御 素 defensin 转 和 人 酵母 载体 中 ,成功 
构建 重组 酵母 表达 载体 pHBM905B/defensin, 以 
SDS-PAGE 电泳 对 表达 产物 进行 分 析 , 证 明 目 的 和 蛋 
白 已 融合 到 酵母 载体 中 。 但 由 于 抗菌 肽 的 强烈 抑 菌 
活性 ,使 得 在 微生物 宿主 中 重组 表达 难以 进行 ,或 者 
表达 产物 没有 活性 。0duol 等 (2000 ) 利用 抑制 性 差 
减 杂 交 方 法 在 四 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae 中 成 功 
获得 了 若干 免疫 诱导 的 抗菌 肽 等 基因 ,之 后 也 有 研 























受到 细菌 攻击 后 体内 的 免疫 器 官 合成 大 量 Muscin 
抗菌 肽 ,参与 了 系统 免疫 应 答 。 家 蝇 幼 虫 经 免疫 诱 
导 后 ,muscin 基因 的 表达 量 在 诱导 后 6 h 达到 最 高 ， 
在 24 h 的 时 候 趋 向 于 恢复 到 正常 水 平 。 推 测 在 家 
晶 幼 虫 在 受到 免疫 诱导 后 ,机 体 快 速 地 合成 了 
Muscin 抗菌 肽 来 抵御 细菌 ;之 后 ,由 于 Muscin pi a 
肽 的 合成 超过 了 机 体 的 需要 ,所 以 抑制 了 RNA 的 转 
录 , 以 至 在 诱导 后 6 -24 h 有 一 个 降低 的 过 程 。 

近年 来 昆虫 抗菌 肽 作为 抗生素 的 有 效 蔡 代 物 备 
受 关 注 。 我 们 合成 的 Muscin 短 肽 活性 测定 结果 显 
示 VABIEUG BE) TUER TR ,高 抑 菌 率 和 低 浴 血 率 。 从 
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理论 研究 上 看 , 某 些 昆虫 抗菌 肽 具备 一 定 的 临床 医 
学 的 应 用 潜力 ,有 望 蔡 代 抗 生 素 ,改善 病原 菌 的 耐 药 
性 问题 ,甚至 可 以 作为 抗 肿瘤 药物 (Rosenfeld and 
Shai, 2006) 。 此 外 , 低 溶血 率 的 抗菌 肽 类 具有 显著 
优势 ,可 以 满足 科研 及 临床 实验 的 需求 。 随 着 基因 
组 学 和 转录 组 学 的 发 展 ,利用 生物 信息 学 方法 高 通 
量 的 筛选 抗菌 肽 基因 ,将 为 新 药 的 开发 提供 更 多 的 
基础 。 
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